下面ビール酵母の凝集性の遺伝的不安定性に関する研究 by 佐藤 雅英
下面ビール酵母の凝集性の遺伝的不安定性に関する
研究
著者 佐藤 雅英
号 651
発行年 2002
URL http://hdl.handle.net/10097/16877
氏 名C本籍)
学 位 の 種 類
学 位 記 番 号
学位授与年月日
学位授与の要件
学位 論文 題 目
論 文審 査委 員
さ とう まさ ひで
佐 藤 雅 英
博 士(農 学)
農 第651号
平 ∴ 年 、1月14日
学位規則第4条 第2項 該当
下面 ビール酵母の凝集性の遺伝的不安定性に関する研究
(主 査)教 授 神 尾 好 是
(副 査)教 授 五 味 勝 也
教
、授 中 島 佑
一67一
???
?
?
?
??
ビ ー ル 醸 造 に お い て は 、 優 れ た 醸 造 特 性(発 酵 性 、 増 殖 性 、
浮 遊 性 、 凝 集 性)や 官 能 特 性(香 味 、 泡 持 ち)を 有 す る 酵 母 が
求 め ら れ 、 醸 造 現 場 で は 確 立 さ れ た 伝 統 的 な 酵 母 増 殖 方 法 や 回
収 酵 母 の ハ ン ド リ ン グ な ど で 注 意 深 く 対 応 し て い る 。 し か し 、
長 年 の 連 続 使 用 に よ り種 酵 母 の 性 質 が 変 化 す る こ と が あ る 。 特
に 凝 集 性 は 、 弱 化 す る 方 向 へ 変 化 し 易 い こ と が 以 前 よ り知 ら れ
て い た 。 ビ ー ル 醸 造 は 、 主 発 酵 と 後 発 酵 か ら な り 、 大 半 の 酵 母
は 主 発 酵 終 了 後 に 発 酵 タ ン ク の 底 部 か ら 遠 心 分 離 操 作 な し に 効
率 的 に 回 収 さ れ 、 次 の 発 酵 に 使 用 す る と い う工 程 が 数 回 繰 り返
さ れ る 。、こ の 際 、 酵 母 ρ 凝 集 性 に 問 題 が あ れ ば 、 効 率 の よ い 酵
母 の 回 収 が で き ず 、 次 の 発 酵 に 十 分 な 量 の 酵 母 が 集 ま ら な い こ
と に な る 。
私 が 、 本 研 究 課 題 に 取 り組 む 契 機 と な っ た の は 、(1)な ぜ 、
下 面 ビ ー ル 酵 母 の 凝 集 性 が 変 化 す る の か 、(2)凝 集 性 を 失 っ
た 細 胞 に お け る 凝 集 性 遺 伝 子 は 正 常 に 機 能 し て い る か 、(3)
正 常 で な け れ ば そ の 変 異 メ カ ニ ズ ム は 如 何 な る も の か 、 と い う
命 題 に 解 答 を 出 し た い と い う願 望 の 為 で あ る 。
本 論 文 で は 、 下 面 ビ ー ル 酵 母 の 凝 集 性 が 変 化 し 易 い こ と を サ
ッ ポ ロ 社 の 実 用 酵 母 の 植 え 継 ぎ 結 果 を 基 に 示 し た 後 、 細 胞 の 集
団 中 に お け る 凝 集 性 細 胞 の 比 率 が 全 体 と し て の 凝 集 性 の 強 さ に
影 響 し て い る こ と を 示 す 。 ま た 、 非 凝 集 性 細 胞 に お け る 下 面 ビ
ー ル 酵 母 の 凝 集 性 を 支 配 す るLg-Fゐ01遺伝 子 のC末 端 領 域 の 変 異
に つ い て 述 べ 、 凝 集 性 細 胞 の 集 団 が 、 非 凝 集 性 細 胞 の 集 団 に 変
化 す る モ デ ル を 提 唱 す る 。 さ ら に 、 非 凝 集 性 細 胞 に お け るLg一
町01遺 伝 子 のC末 端 領 域 の 詳 細 な 解 析 結 果 も 示 す 。 即 ち 、 下 面
ビー ル 酵 一母 中 に 存 在 す る5∂oo乃∂一ro〃γoθ30θrθガ5f8θ 由 来 の 第
IX染色 体 左 腕 テ 白 メ ア 付 近 の 領 域 が 、 第 冊 染 色 体(Lg)に存 在 す
るLg一几01遺 伝 子 のC末 端 領 域 に 転 座 し た こ と を 示 す 。 最 後 に 、
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本 転 座 に よ る 下 面 ビー ル 酵 母 の 凝 集 性 遺 伝 子 の 不 活 性 化 モ デ ル
を提 唱 す る 。
本 論 下 面 ビー ル 酵 母 の 凝 集 性 の 遺 伝 的 不 安 定 性 に 関 す る研 究
酵 母 の 凝 集 性 は 、 一 般 にHelm's試 験 で そ の 強 さ が 評 価 さ れ
る 。 こ の 方 法 で は 、 カ ル シ ウ ム イ オ ン を 含 むpH4.5の 酢 酸 緩
衝 液 に 酵 母 を 懸 濁 し 、そ の 強 さ の 順 にFO(非 凝 集)か らF3(強)
ま で 目 視 で 評 価 す る 。Table1は 、94～97年 の 問 当 社 で 種 酵 母
と し て 植 え 継 が れ て き た 中 庸 な 凝 集 性(F2)を 示 す 下 面 ビ ー ル
酵 母SBCOOO2に 由 来 す る6株 の 凝 集 性 の 強 さ の 推 移 を 示 し て い
る 。 こ の 結 果 は 、 こ れ ま で に 報 告 さ れ て い る 酵 母 の 凝 集 性 が 変
化 し易 い 性 質 で あ う こ と を 支 持 す る も の で あ っ た 。 私 は 、 こ の
よ う な 酵 母 の 凝 集 性 の 弱 化 現 象 が 酵 母 細 胞 集 団 全 体 に 及 ぶ も の
で あ る か 、 ま た は 一 部 の 細 胞 に お け る 変 化 で あ る か に 興 味 を 持
ち 、 マ イ ク ロ プ レ ー トを 用 い た 実 験 を 行 っ た 。 単 一 細 胞 を 寒 天
プ レ ー ト上 で 取 得 し 、96穴 の マ イ ク ロ プ レ ー トへ 各 コ ロ ニ ー
を 移 植 し 、25℃ で 数 日 間 の 培 養 後 に 凝 集 性 の あ る な し を 目視
で 判 定 し た 。 そ し て 、96個 の 細 胞 中 何 個 の 細 胞 が 凝 集 性 を 示
し た か で 凝 集 性 細 胞 の 比 率 を 算 出 し た 。Helm's試 験 で の 評 価
結 果 と 凝 集 性 細 胞 の 比 率 の 関 係 か ら 、 下 面 ビ ー ル 酵 母 の 凝 集 性
の 弱 化 現 象 が 、 酵 母 細 胞 集 団 中 に お け る 非 凝 集 性 細 胞 の 比 率 が
増 加 す る こ と に よ っ て 起 こ る こ と を 推 定 し た(Fig.1)。
さ ら に 、97年 時 点 で のB株 よ り 取 得 し た50ヶ の 単 一 細 胞 の
凝 集 性 遺 伝 子 を 調 査 し た 。 こ の 時 点 で のB株 のHelm's試 験 で
の 評 価 結 果 はFOで あ り 、50ヶ の 細 胞 す べ て が 非 凝 集 性 で あ っ
た 。 ゲ ノ ムDNAを/〃 ηdlllで処 理 後 、 プ ロ ー ブ と し てFゐ01遺
伝 子 のC末 端 領 域 を 用 い た サ ザ ン 解 析 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、50
ヶ の ク ロ ー ン は 、二 つ の タ イ プ に 分 け る こ と が で き た(Fig。2)。
9割 以 上 の 高 頻 度 で 観 察 さ れ た の がTypelで あ り 、 凝 集 性 細 胞
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に お い て 検 出 さ れ たLg一几01遺 伝 子 を 含 む と 推 測 さ れ る9,0kb
の シ グ ナ ル が 検 出 さ れ な か っ た 。 加 え て 、 同 プ ロ ー ブ を 用 い た
ノ ー ザ ン 解 析 で も シ グ ナ ル は 観 察 さ れ な か っ た 。PFGEサ ザ ン
解 析 で は 、 凝 集 性 を 示 す 細 胞 に お い て 、 こ れ ま で 報 告 さ れ て い
る よ う に5.oθrθ ガ5ノ∂θ の 第W染 色 体 に 相 当 す る 染 色 体 に
Lg-F乙01.遺伝 子 の 存 在 が 確 認 さ れ た が 、Typel非 凝 集 性 細 胞 で
は 、Lg-F五〇1のC末 端 領 域 の 部 分 的 ま た は 全 域 の 欠 損 が 示 唆 さ
れ た 。 一 方 、Type2で は 、 ゲ ノ ミ ッ ク サ ザ ン で の シ グ ナ ル が 凝
集 性 細 胞 と 比 較 し て 約3kb短 く な っ て お り 、mRNAの 長 さ も相
応 し て 短 く な っ て い た(Fig.2)。 こ れ は 、PCRな ど に よ る 解 析
の 結 果 、 中 間 の 繰 り返 し配 列 の 脱 落 に よ る こ と が 判 明 し た 。
こ こ ま で の 結 果 を ま と め 下 面 ビー ル 酵 母 の 凝 集 性 の 弱 化 モ デ
ル を 示 し た(Fig.3)。 ま ず 、 凝 集 性 細 胞 が100%の 酵 母 細 胞
の 集 団 が あ る と仮 定 す る 。 植 え 継 ぎ の 過 程 で 凝 集 性 遺 伝 子 に"
何 ら か の 変 異"が 起 こ っ た 細 胞 が 出 現 す る 。 凝 集 し な い 細 胞 と
凝 集 す る 細 胞 の 増 殖 速 度 は 異 な る と 推 察 され る 。 っ ま り 、 凝 集
で き な い 細 胞 は 発 酵 の 後 半 で も 培 養 液 中 に 浮 遊 し て い る こ と が
で き る の で 、 沈 降 し た 凝 集 性 細 胞 と 比 較 す る と 、 栄 養 分 を 吸 収
し易 く 増 殖 に 有 利 で あ る と 推 察 さ れ る 。 そ の た め 、 初 め は 少 数
派 で あ っ た 非 凝 集 性 細 胞 は そ の 数 を 増 や し て い く こ と に な り 、
:最終 的 に は 優 勢 に な る 。 当 然 、 こ の 間 に も凝 集 性 細 胞 の 非 凝 集
性 化 が 起 こ る と 考 え られ る 。 こ の よ う に し て 凝 集 性 酵 母 の 集 団
が 非 凝 集 性 酵 母 の 集 団 へ 移 行 し て い く と推 定 し た 。
次 に 、Type1の 非 凝 集 性 細 胞 に 見 られ るLg-F乙01遺 伝 子 の 変
異 の 詳 細 を 調 べ る た め に 、 強 い 凝 集 性 株(F3)、 中 庸 な 凝 集 性 株
(F2)とType1の非 凝 集 性 株(FO)の ゲ ノ ムDNAに つ い て 、伍 ηdlH
処 理 後 にLg一几01のC末 端 とN末 端 領 域 を プ ロ ー ブ と し た サ ザ
ン 解 析 を 行 っ た 。C末 端 プ ロ ー ブ を 用 い た 場 合 、F3とF2株 に
は 、9.OkbのL倉 一几01を 含 む と 推 定 さ れ る シ グ ナ ル が 検 出 さ
れ た が 、FO株 で は 、 前 述 し た よ う に シ グ ナ ル が 検 出 さ れ ず 、
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少 な く と もC末 端 領 域 に 何 ら か の 変 異 が 起 こ っ て い る こ と が 確
認 さ れ た 。 と こ ろ が 、N末 端 プ ロ ー ブ を 用 い た 場 合 に は 、 興 味
深 い こ と にFO株 に お い て 、9.4kbの シ グ ナ ル が 検 出 さ れ た 。
こ れ は 、F3株 か ら は 検 出 さ れ ず 、9.Okbの シ グ ナ ル の み が 観
察 さ れ た 。 中 庸 な 凝 集 性 を 示 すF2株 で は 、 両 方 の シ グ ナ ル が
検 出 さ れ た 。 ノ ー ザ ン 解 析 の 結 果 か ら も 、 単 にLg一'Fム0!のC末
端 部 位 が 脱 落 し て い る 以 外 に 当 該 領 域 が 未 知 のDNA配 列 に 置 き
i換わ っ て い る 可 能 性 を 推 察 す る こ と が で き た(Fig.4)。 こ の9.4
kb断 片 は 、 凝 集 性 遺 伝 子 の 変 異 メ カ ニ ズ ム の 解 明 に 役 立 っ 可
能 性 が 考 え ら れ た た め 、N末 端 領 域 よ り も 上 流 の プ ロ モ ー タ ー
領 域 の 塩 基 配 列 を 利 用 し たinverse-PCRに よ っ て 取 得 し た
(Fig.5)。 制 限 酵 素 地 図』を 作 成 後 、 未 知 領 域 部 位 の 部 分 的 な 塩
基 配 列 の 決 定 を 行 っ た(Fig,6)。 得 ら れ た 塩:基 配 列 の 結 果 に 関
し てGenBankの 情 報 を 基 に し た ホ モ ロ ジ ー 検 索 を 行 っ た 。 そ の
結 果 、3.oθrθ ガ5f∂θ の 第D(染 色 体 左 腕 テ ロ メ ア 付 近 の 領 域 に
93～100%の 精 度 で 一 致 し た 。当 該 領 域 に は 、ORFと し てYIL169c
(glucan1,4一α一glucosidase遺伝 子 に 類 似 、 機 能 不 明)が 存 在
し て い る こ と か ら 、LrFゐ0!遺 伝 子 のC末 端 領 域 が5.
oθrθγf5f3θの 第D(染 色 体 に 存 在 す るYIL169cの 配 列 の 一 部 に
置 き 換 っ て い る と 推 定 し た 。 さ ら に 、3.oθzθ ガ5ゴ ∂θ の 第D(染
色 体 上 のYIL169cか ら 左 腕 テ ロ メ ア 側 に 存 在 し て い る
〃 〃ゐ 〃∬!2と そ の 右 側 に 存 在 す る5〃 乙1,〃β〃 をDNAプ ロ ー ブ
と し たPFGEサ ザ ン 解 析 を 行 っ た(Fig.7)。YIL169cを 含 む 左
腕 テ ロ メ ア 領 域 に 存 在 す る プ ロ ー ブ で は 、9.4kb断 片 が 検 出
さ れ たF2とFO株 に お い て 、 第 皿 染 色 体(Lg)に も シ グ ナ ル が 検
出 さ れ た が 、 そ の 右 側 に 存 在 す る.プ ロ ー ブ で は 、 当 該 染 色 体 に
シ グ ナ ル が 検 出 さ れ な か っ た 。 こ の 結 果 は 、 第IX染 色 体 の
YIL169c付 近 よ り も 左 腕 テ ロ メ ア 側 の 約20kbの 領 域 が 第 田 染
色 体(Lg)のLg-F∠01遺 伝 子 の 領 域 に 転 座 し た こ と を 意 味 し て い
る と 考 え ら れ た 。 ま た 、 強 い 凝 集 性 を 示 すF3株 の 当 該 染 色 体
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に シ グ ナ ル が 検 出 さ れ な か っ た こ と は 、 こ の 転 座 が 凝 集 性 を 弱
化 させ た 可 能 性 を 示 唆 し た 。 な お 、 転 座 に よ っ て 生 成 し た と 考
え ら れ るLg一 几0!とYIL169cの 融 合 遺 伝 子 を 不 活 性 化
(主nactivated)したLg一五五〇1.から1∠F!と 命 名 し た 。
元 来Z乙F1遺 伝 子 を 持 た な い 強 い 凝 集 性(F3)を示 す 下 面 ビ ー
ル 酵 母SBCOOO3の 植 え 継 ぎ 過 程 に お け る 、Lg一几0!遺 伝 子 の 変
化 をPCR法 で 調 査 し た 。 こ の 実 験 で は 、 プ ラ イ マ ー をLg-F乙01
のN末 端 部 分 と 繰 り 返 し 領 域 お よ びYIL169cの 配 列 を 含 む
κρη1一κρη1断 片 の3っ を 増 幅 す る よ う に 設 計 し た(Fig.8)。 そ
の 結 果 、植 え 継 ぎ の 過 程 で ∫ゐF1遺伝 子 が 生 成 し、同 時 にLg一飢01
遺 伝 子 と 表 現 型 と し て の 凝 集 性 が 消 失 す る 現 象 が 観 察 さ れ た
(Fig.9)。ま た 、F2の 凝 集 性 を 示 す 時 期(RIstrain)から シ ン
グ ル コ ロ ニ ー を 取 得 し 、1五F!遺伝 子 の 存 在 を 調 査 し た と こ ろ 、
凝 集 性 を 有 す る 細 胞 の 中 に 元 株 のSBcoqo3と 同 様 に ∫∠ρ1が 検
出 さ れ な い 細 胞 とLg一几0!と 丑F1の 両 方 が 検 出 さ れ る 細 胞 が
混 在 し て い る こ と が 判 っ た(Fig.9)。sBcooo3か ら 分 離 さ れ
た 凝 集 性 細 胞 の 中 に 、Lg-Fゐ01と 瓦P!の 両 方 を 有 す る 凝 集 性
細 胞 が 存 在 し て い た こ と は 、.Lg-17乙01遺伝 子 が 元 来 複 数 存 在 し
て お り、 そ の 一 部 が ∫ゐア1へ 変 化 し た こ と を 意 味 し て い る と 考
え られ た 。
そ の 他 の 下 面 ビ ー ル 酵 母 に お け るLg一凡01とZび1遺 伝 子 の 凝
集 形 質 と の 関 係 を 調 べ る た め に 、F3か らFOの 凝 集 性 を 示 す11種
類 の 下 面 ビ ー ル 酵 母 に っ い て 同 様 にPCR法 で 調 査 し た 。 そ の 結
果 、 予 想 さ れ た よ う にF3の 強 い 凝 集 性 を 示 す 株 で は 、 ∫乙F!の増
幅 が 観 察 さ れ な か っ た が 、F2か らFOの 凝 集 性 を 示 す 株 の す べ て
に お い て 増 幅 が 観 察 さ れ た(Fig.10)。増 幅 断 片 は 、Lg-F乙0!の
N末 端 部 位 とYIL169cをプ ロ ー ブ に し た サ ザ ン 解 析 で こ れ ま で に
SBCOOO2から検 出 さ れ た も の と 同 等 で あ る こ と を 確 認 し た 。
∫乙ρ1増幅 断 片 を 制 限 酵 素 κρη1で処 理 後 に 電 気 泳 動 し 、Lg一凡01
のN末 端 領 域 とκρ刀工イ ρ刀1断片 、 お よ び 予 測 され る 繰 り返 し配 列
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の 長 さ を 調 査 し た(Fig.11)。N末 端 領 域 と 繰 り 返 し 配 列 の 長 さ
に 株 間 差 は 認 め ら れ,な か っ た が 、1株(AJL3126)の み ∬ρη1一κρη1
断 片 の 長 さ が1.4kbで あ る の に 対 し 、 そ の 他 の 株 で は1.2kbで
あ っ た 。
Lg一冊01とYIL169cの 組 換 え ポ イ ン ト(BreakPoint)は 、 κρη1一
ゆ η1断 片 のLg-F∠01と の 接 合 部 位 側 の 塩 基 配 列 か ら 、Lg一ア∠01の
C末 端 領 域(2550bp)の 上 流 域281-285とYIL169c(2988bp)の
538-543また は371-375の 配 列GTcAAで あ る と 推 定 し た(Fig.12)。
こ れ に よ り 、Lg-F五〇1C末 端 領 域 の96番 目 の プ ロ リ ン 以 降 の ア
ミ ノ 酸 配 列 がYIL169c由 来 の182ま た は126番 目 の セ リ ン 以 降 の
ア ミ ノ 酸 配 列 に 置 き 換 っ た と 推 定 し た 。 ま た 、 前 述 し た κρη1一
ゆ 〃1断 片 の 長 さ の 違 い は 、YIL169ρ上 のBreakPointが538-543
ま た は371-375か の 違 い に よ る と 考 え ら れ た(前 者 で 組 換 え が
起 こ っ た 場 合1.2kbで 、 後 者 で は1.4kb)。 な お 、 こ のLg一几01
のC末 端 上 流 域1-285は 、 本 研 究 で 使 用 し たC末 端 プ ロ ー ブ で は
検 出 さ れ な い 領 域 で あ る 。
非 相 互 的 な 転 座 が 第 皿 染 色 体(Lg)に 存 在 す るLg一 几01のC末
端 領 域 の 上 流 域 と 第IX染 色 体 のYIL169c領 域 間 で 起 こ り 、 遺 伝
子 が 分 断 さ れ る こ と に よ っ てLg一 几01遺 伝 子 が 不 活 性 化 し ∫ゐF!
が 生 成 し た(Fig.13)。 こ の 染 色 体 問 の 転 座 が 凝 集 性 弱 化 に 直
接 関 与 し て い る と 推 定 し た 。
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ま と め
1.中 庸 な 凝 集 性(F2)を 示 す 下 面 ビー ル 酵 母SBCOOO2に 由 来
す る6株 の 凝 集 性 の 強 さ の 推 移 を 調 査 し た 。 そ の 結 果 、 こ れ ま
で に 報 告 さ れ て い る よ うに 酵 母 の 凝 集 性 が 変 化 し 易 い 性 質 で あ
る こ と が 確 認 さ れ た 。
2.Helm's試 験 で の 凝 集 性 の 強 さ と マ イ ク ロ プ レ ー トに よ る
凝 集 性 細 胞 の 比 率 の 関 係 か ら 、 下 面 ビ ー ル 酵 母 の 凝 集 性 の 弱 化
現 象 が 、 酵 母 細 胞 集 団 中 に お け る 非 凝 集 性 細 胞 の 比 率 が 増 加 す
る こ と に よ っ て 起 こ る と 推 定 し た 。
3.C末 端 領 域 を プ ロ ー ブ と し た サ ザ ン 、 ノ ー ザ ン 解 析 を 実 施
し た 結 果 、50個 の 非 凝 集 性 細 胞 は 、 二 っ の タ イ プ に 分 け る こ
と が で き た 。9割 以 上 の 高 頻 度 で 観 察 され たTypelの 非 凝 集 性
細 胞 に はLg一飢01のC末 端 部 位 が 欠 損 し て い る 可 能 性 が 示 唆 さ
れ た 。
4.非 凝 集 性 の 細 胞 は 、 凝 集 性 を 有 す る 細 胞 に 比 べ て 、 浮 遊 性
の 違 い か ら栄 養 分 の 吸 収 が 良 い た め 、 増 殖 速 度 が 若 干 速 い と 考
え られ る 。 そ の た め 初 め は 少 数 派 で あ っ た 非 凝 集 性 細 胞 は そ の
数 を 増 や し て い く こ と に な り、 最 終 的 に は 優 勢 に な る 。
5.N末 端 プ ロ ー ブ を 用 い た ゲ ノ ミ ッ ク サ ザ ン に お い て 、FOと
F2株 に お い て 、9.4kbの シ グ ナ ル が 検 出 さ れ た 。 こ れ は 、F3
株 か ら は 検 出 さ れ な か っ た 。 ノ ー ザ ン 解 析 の 結 果 か ら もType1
の 非 凝 集 性 細 胞 に お け る し9一几0!のC末 端 領 域 が 未 知 のDNA配
列 に 置 き 換 っ て い る 可 能 性 が 推 察 さ れ た 。
6.9.4kbの 伍 ηdlll断 片 の 解 析 を 行 っ た 結 果 、Lg一几01遺 伝
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子 のC末 端 領 域 が5.oθ 一rθガ3f∂ θ の 第D(染 色 体 に 存 在 す る
YIL169cの 一 部 の 配 列 に 置i換 さ れ て い る と 推 定 し た 。
7.YIL169cを 含 む 左 腕 テ ロ メ ア 領 域 に 存 在 す る プ ロ ー ブ
(グ1■ノ〃.ノノ∬ノ12)では 、9.4kb断 片 が 検 出 さ れ た 、F2とFO株 に お
い て 、 第 田 染 色 体(Lg)に も シ グ ナ ル が 検 出 さ れ た が 、 そ の 右 側
に 存 在 す る プ ロ ー ブ(SDL1,UBP7)で は 、 当 該 染 色 体 に シ グ ナ ル
が 検 出 さ れ な か っ た 。 こ の 結 果 か ら 第D(染 色 体 のYIL169c付 近
よ り も 左 腕 テ ロ メ ア 側 の 約20kbの 領 域 が 第 皿 染 色 体(Lg)の
Lg-F五〇!遺 伝 子 の 領 域 に 転 座 し 、 そ の 結 果 不 活 性 化
(inactivated)したLg一 几01(∫ 乙F1)が 生 成 し た と 推 定 し た 。
8.連 続 的 な 植 え 継 ぎ の 過 程 で μF1遺 伝 子 が 生 成 し 、 同 時 に
Lg一几0!遺 伝 子 と 表 現 型 と し て の 凝 集 性 が 消 失 す る 現 象 が 観 察
さ れ た 。
9.11種 類 の 下 面 ビ ー ル 酵 母 に お け る 丑 ρ1遺 伝 子 の 存 在 を 調
査 し た 。 そ の 結 果 、 予 想 さ れ た よ う にF3の 強 い 凝 集 性 を 示 す
株 で は 、 増 幅 が 観 察 さ れ な か っ た が 、F2か らFOの 凝 集 性 を 示
す 株 の す べ て に お い て 増 幅 が 認 め ら れ た 。
10.転 座 が 起 こ るBreakPointは 、Lg-F五〇1のC末 端 領 域(2550
bp)の281-285とYIL169c(2984bp)の538-543ま た は371-375
の 配 列GTCMで あ る と 推 定 し た 。 こ れ に よ り 、Lg-F五〇1C末 端
領 域 の96番 目 の プ ロ リ ン 以 降 の ア ミ ノ 酸 配 列 がYIL169c由 来
の182ま た は126番 目 の セ リ ン 以 降 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 置 き 換 っ
た と 推 定 し た 。
これ らの 結 果 か ら染 色 体 間 の 転 座 が 凝 集 性 弱 化 に 直 接 関係 し て
い る と推 定 した 。
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Table1.DecreaseinFlocculationthroughGeneration
PassagesofSBOOOO2-derivedStrains
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Fig.1.Mixtureofflocculentandnon-flocculentcellsin
culturesofF2andFIstrains.
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(F3);lane3,SBCOOO3(F3);lane4,SBOOOO2(F2);lane5,
VLB202(F2);lane6,VLBH:eBrU(F2);lane7,W71(F1);
lane8,AJL3126(FO);lane9,NCYC965(FO);lane10,
NCYC1324(FO);lane11,W204(FO);lane12,S.
cerevisiaeS288C.
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FIG。11.Analysisof」猛FIamplif五edproddctsbyκ吻I
digestion.LanenumberscorrespondstothoseinFig.10.
]Lg一死01Cter㎜ 員na畳reg量on(2550bp,849餓)
lggtaccaac黛gtcaaccaactgac鉱aaactgtcattgttgtcaaaacaccaacaactgct60
1GTNGQPTDETVIVVKTPTTA20
61aacaccatcaactacccaaaccatactactttcacct6tacatccacaaal20
21NTIVTTTKPWTGTFTSTSTIE40
121atacca6acaccctaatcaaccaactataaaccattatcaal80
41MTTVTGTNGQPTDETVIVIR60
181actccaaccaaactaatcacaccaccactaaccatactcactttcacc240
61TPTSEGLISTT
241tctacatccactataccaccatcacc
TEPWTGTFT80
c a tGTCAAccaactgacgaaacc300
81STSTEVTTITGTNGQPT
(96)
YIL169c(2988bp,995aa)
DET100
520gatgtctcaagctctgtcaGTCAAtcacttcctctacttctatctcaactctc579
174DVSSSVSQSASSTSDVSSSV193
(182)
352gatgtctcaagctctgtcaGTCAAtcacttcctctacttctatctcaactctc411
118DVSSSVSQSASSTSDVSSSVI37
(126)
FIG.12.Sequencessurroundingtranslocationbreakpoint.
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YIL169c
←
D((S.c)〔=======■■■■■■ 圏■ ■■■■ 圏■ ■ ■■
tra皿SbC鎚tio皿
Lg-FLOl
←
VIII(Lg)
Loss
轡 晦 π・・爾 旦
VIII(Lg)
FIG.13.ModeloftheinactivationofLg-FLOIbythe
translocationofthelefttelomerearmregionofchr.IX(S.c)
inthebottom-fermentingyeast.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
ビール醸造 においては,優 れた醸造特 性(発 酵性,増 殖性,浮 遊性,凝 集性)や 官能 特性(香 味,
泡持 ち)を 有 す る酵母 が求 め られ,醸 造現場 では確立 された伝統的な酵母増殖方法や回収酵母 のハ ン
ドリングな どで注意深 く対応 して いる。 しか し,長 年の連続使用 により種酵母 の性質が変化す ること
が ある。特 に凝集性 は,弱 化す る方向へ変化 し易 いことが以前 よ り知 られていた。 ビール醸造 は,主
発酵 と後発酵 か らな り,大 半 の酵母 は主 発酵終了時 に発酵 タンクの底部か ら遠心分離操作 な しに効率
的 に回収 され,次 の発酵 に使用す るという工程 が数回繰 り返 される。 この際,酵 母 の凝集性 に問題が
あれば,効 率 のよい酵母 の回収がで きず,次 の発酵 に十分 な量 の酵母が集 ま らない ことになる。 この
よ うに下面 ビール酵母 の凝集性 は非常 に重要 な醸造特性であ るのに も関わ らず,そ の弱化 メカニズム
は,こ れ まで明 らかにされ ていなか った。
本博士論文 で は,主 に下面 ビール酵母 を研究題材 と して,そ の凝集性遺伝子 の変異 メカニズムの解
明を行 な ってい る。本研 究者 は,8αCCんαro配召ce8cereo∫8εαeと8αCCんαro配ンce8bαンαη粥 の 自然
交雑株 と考 え られ,比 較的複雑 な遺伝的背景 を有す る下面 ビール酵母の凝集性遺伝子Lg-F乙01の変
異 メカニ ズムに着 目して研究 を行 な って いる。
最 初に下面 ビール酵母 の凝集性 が変化 し易い ことをサ ッポ ロ社 の実用酵母 の植 え継 ぎ結果 を基 に示
した後,細 胞 の集 団中におけ る凝集性細胞の比率 が全体 としての凝集性 の強 さに影響 していることを
指摘 した。 さらに非凝琴性細胞におげ急下面 ビール酵母 の凝集性を支配するLg-FLO1遺伝子のC
末端領域の変異 について述 べ,凝 集性細胞の集 団が,非 凝集性細胞 の集団 に変化 す るモデルを提唱 し
た。次いで,Lg-FLO1遺伝子のN末 端領域 をプロー ブとして,ゲ ノムDNAを,研 πd皿処理後 にサ
ザ ン解析を実施 した ところ,強 い凝集性 を示す株 では検出 されないが,中 庸な凝集性株 と非凝集性株
において,9.4kbのシグナルが検出 された。遺伝子解析 の結果,こ の断片に はLg-FLO1遺伝子 のN
末端領域 とYIU69cの融合遺伝子 が含 まれ ることが明 らか にな った。 さ らに,.この遺伝子 は,下 面
ビール酵 母 中 に存 在す る&cerω∫8εαθ由来 の第D(染色体左 腕 テ ロメ ア付近 の領域 が,第 皿染 色体
(L、g)に存在 す る正g一皿101遺伝子 のC末 端領域 に転座 した ことによって生成 した可能性 を考察 して
い る。
次 に本研究者 は,元 来本融合遺伝子 を持 たな い強 い凝集性株の植 え継 ぎ試験や,NCYC(NationaI
ColleetionofYeastCultures,Norwich,U.K.)などの主 要菌株保存機関か ら入手 した下面 ビー ル
酵母 の遺伝子解析 を実施 して いる。 その結果,本 転座 がL,g一π01遺 伝子 の不活性化 に関与 して い る
と結論 している。 この よ うな染色体 の転座 による下面 ビール酵母 の凝集性遺伝子の不活性化機構 は他
に報告例 はな く,新 規 なメカニズムである と言 うことがで きる。
以上 のよ うに,本 研究 は,下 面 ビール酵母 における凝集性 の弱化 メカニズムを遺伝子 レベルで解 明
したもので,審 査員一同 は,本 研究者 に博士(農 学)の 学位 を授与す るに値 する もの と認定 した。
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